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摘要 
茶葉中含有單寧酸、咖啡因及茶鹼，對身體會造成負面的影響，但也常
常被忽視。許多科學文獻報告也證實，利用生物技術能夠減少茶葉中的單寧
酸、咖啡因及茶鹼。「金花菌(Eurotium cristatum)」是中國普洱茶與茯磚茶中
的珍寶。它能讓茶湯顏色更漂亮、口感更柔軟、甘醇。金花菌對人體降血脂、
減肥、降三高、抑制癌細胞等功效均發表於諸多著名學術期刊及醫學臨床報
告。 
在台灣，我們研發團隊首先從台灣老烏龍茶葉中成功將「金花菌」分離
篩選純化出來，經「食品工業研究所」菌種鑑定證實為「金花菌」，已成功開
發低單寧酸、咖啡因及茶鹼並結合『台灣味的金花菌茶』之保健茶葉。 
本研究中，我們進一步探討來自 Eurotium cristatum、Penicillium citrinum
及 Fusarium solani之單寧酶特性。在單寧酶平板篩選試驗中，三者均有降解
單寧之能力，但不同的菌株所降解的區域大小則不同，其中，以 Eurotium 
cristatum生長的速率最慢，這可能與單寧酶之產量有關。 
將 Eurotium cristatum、Penicillium citrinum及 Fusarium solani分別培養在
添加 2 %單寧酸的 MSM 中所收取之培養液進行單寧酶活性圖譜分析，結果
顯示 Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 有 band 出現，具單寧酶活性，
Eurotium cristatum 則無活性；若對照單寧酶活性定量分析實驗，則發現
Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 粗樣本單寧酶活性高於 Eurotium 
cristatum的粗樣本(七倍以上)，這可能是 Eurotium cristatum在單寧酶圖譜活
性定性實驗均無法顯現活性的原因；若將 Eurotium cristatum、Penicillium 
citrinum及 Fusarium solani分別培養在添加 0.5 %單寧酸的MSM中所收取之
培養液進行單寧酶活性圖譜分析，則全部無法顯現單寧酶活性，將各樣本進
行單寧酶活性定量分析實驗後，發現培養於添加 0.5 %單寧酸培養基樣本活性
iii 
 
明顯較低。另外，單寧酶圖譜定性活性分析實驗中顯示， SDS 與
beta-mercaptoethanol會使 Penicillium citrinum及 Fusarium solani所生產之單
寧酶失去活性。 
未來將先進行單寧酶之純化，再利用 LC/MS/MS及 PCR方法選殖單寧酶
cDNA，分析這些單寧酶胺基酸序列是否具有活性位置的高度保留序列，並將
單寧酶的 cDNA序列轉殖至細菌或真菌之蛋白質表現系統，期望能夠透過這
些表現系統產出大量具有活性之重組單寧酶。 
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Abstract 
Tea contains tannic acid, caffeine and theophylline ensure the body would be 
a negative impact, and is often ignored. Many scientific literature reports have 
also confirmed that the use of biotechnology can reduce the tannic acid, caffeine 
and theophylline in tea. “Eurotium cristatum”is the treasure in Pu-erh tea and 
Fuzhuan Brick tea in China. It can make tea color more beautiful, softer texture, 
and sweeter. Eurotium cristatum on hypolipidemic, weight-loss, reduction of 
three-high and inhibition of cancer cells effects have been published in many 
leading academic journals and medical clinical reports.  
We first successfully isolated Eurotium cristatum from Taiwan Oolong tea 
and confirmed as the " Eurotium cristatum " by the strain identification from 
“Institute of Food Industry” in Taiwan. We have successfully developed low 
tannic acid, coffee and theophylline combined with an " Eurotium cristatum 
containing Taiwan health tea ".  
In this study, we further investigated the characteristics of tannases from 
Eurotium cristatum, Penicillium citrinum and Fusarium solani. The results of 
tannin plate assay suggest that three of them all have ability in tannin-degradation 
and the zone sizes are different in different fungi. However, the growing rate of 
Eurotium cristatum was the most slowest. This is probably relative to production 
level of tannase. 
We collected the secreted supernatant from the culture of Eurotium cristatum, 
Penicillium citrinum and Fusarium solani in MSM contain 2 % tannic acid and 
analyzed them by zymogram assay. The results showed that Penicillium citrinum 
and Fusarium solani have bands appeared with tannase activity but Eurotium 
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cristatum revealed no activity. When compare the tannase activity from all crude 
samples analyzed between qualitative and quantitative assays, we found that the 
tannase activity from Penicillium citrinum or Fusarium solani is higher than 
Eurotium cristatum five times more by quantitative assay. It could be the reason 
why we can’t see any band appeared in all Eurotium cristatum zymogram assay.  
However, if we collected the secreted supernatant from the culture of Eurotium 
cristatum, Penicillium citrinum and Fusarium solani in MSM contain 0.5 % tannic 
acid and analyzed them by zymogram assay. They all showed no any bands 
appeared with tannase activity. All data demonstrated that crude samples from 
0.5% tannic acid are lower than 2% tannic acid. Furthermore, we performed the 
addition of SDS or beta-mercaptoethanol in zymogram assay, they showed that the 
tannase activity was all abolished from Penicillium citrinum and Fusarium solani.  
In the future, we will purify the tannase and further clone tannase cDNA by 
LC/MS/MS and PCR strategies. Then, we will try to align the amino acid 
sequences and found the conserve active site. We hope to construct the expression 
vectors in bacterial or fungi system and express large amount of recombinant 
tannase with high activity. 
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一、 前言 
1. 茶 
茶是世界三大主要飲料之一，依據統計目前世界茶葉總生產量超過 350 
萬公噸，其中紅茶約 246 萬公噸占 70 ％，綠茶約 83 萬公噸占 24 ％，其
他茶類（含部分發酵茶）約 21 萬公噸占 6 ％。世界茶葉市場正在不斷擴大，
無論是茶葉產量，還是每人平均消費量，都在逐步增加，茶葉前景充滿樂觀
及可期待的。加入 WTO 後，除中國大陸外，茶葉開放自由進口，以 96 年
產值計算，出口茶單價約為進口茶的 6.5 倍，茶葉外銷極具發展空間，加諸
國人出國觀光旅遊、洽辦商務，常攜帶台茶作為贈品，亦帶動台茶國際知名
度，並經農委會選為外銷四大旗艦產品之一，成為我國開拓外銷市場之重要
農產品。國內現有茶園面積 16,255 公頃，年產量 17,502 公噸，產值約 45 億
元。主要產區依序分布在南投縣、嘉義縣、台北縣、桃園縣、苗栗縣、新竹
縣、台東縣、雲林縣、宜蘭縣、高雄縣、花蓮縣、台中縣、台北市等，其中
南投縣種植面積占全國 48.9 ％，其次為嘉義縣（ 14.1 ％）及台北縣（ 11.5 
％），桃竹苗三縣合計僅占 13.5 ％ (蘇登照, 2009)。 
根據秦漢時代《神農本草經》推論，茶應在神農時代，距今約 4,000 ~ 5,000 
年前就被發現，做為藥用，至唐朝以後逐漸普及為飲料(行政院國家科學委員
會, 2005)，是台灣重要的飲料作物，其商業化的栽培在台灣已有 120 多年的
歷史(行政院農委會茶業改良場, 2009)，茶的保健成分與營養價值主要來自茶
葉中所含的維生素 B1、B2、葉酸、菸鹼酸、生物素、肌醇、礦物質、氟、咖
啡因、兒茶素類和 γ-胺基丁酸，以上這些成分讓茶具有延緩老化、降血脂肪、
降血糖、降血壓、預防齲齒、抗菌、抗發炎、抗病毒、抗癌抗細胞突變、抗
輻射和紫外線、強化骨質、利尿、加速脂肪裂解、降低血液中膽固醇和低密
度脂蛋白含量等功效(行政院國家科學委員會, 2005)，但大量飲茶的同時，也
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攝取了過量的單寧、茶鹼、咖啡因，反而會造成身體的不適，專家用內視鏡
來觀察經常飲用富含單寧茶飲的人之胃部，常可發現黏膜變薄的萎縮性變化，
目前已知胃癌與萎縮性變化或萎縮性胃炎相關。如每天喝一升以上的茶水，
可能會出現維生素 B1缺乏症，這些都證實了飲茶過量或濫飲、強飲對人體有
害。 
 
2. 單寧(Tannin) 
植物儲存各式各樣的次級化合物(secondary compound)，包括生物鹼、萜
類、酚類，這些次級化合物並不具有生物合成、生物降解、能量轉換初級代
謝的功能，它們具有不同於初級代謝的生物活性，推測能夠避免草食動物的
攝取或避免植株疾病的產生(Hagerman., 2011)。 
植物中的多酚代謝是很複雜的，會產生許多的化合物，從我們熟知花青
素(anthocyanidin)到植物細胞壁的木質素(lignin)都是植物產生的多酚，然而，
這類的酚類化合物都稱為單寧(tannin) (Hagerman., 2011)。 
單寧又可細分為縮合單寧 (Condensed Tannin) 與可水解的單寧
(Hydrolyzable Tannin)，縮合單寧是類黃酮(flavonoids)的聚合物，類黃酮是由
苯丙氨酸(phenylalanine)以及 polyketide 所合成 hetrocyclic ring (圖一)，但目前
並不清楚為何會造成縮合或聚合的發生，而研究最廣泛的縮合單寧是
flavan-3-ols (-)-epicatechin 和(+)- catechin(兒茶素)；另外，可水解的單寧是沒
食子酸 (gallic acid)的衍生物，由沒食子酸的醯基 (OH group)進行酯化
(esterification)或氧化(oxidation)而形成，gallotannnin 是結構最簡單的水解單寧，
即是由沒食子酸與葡萄糖進行酯化而形成，其中最典型的 gallotannin 為
pentagalloyl glucose (-1,2,3,4,6-Pentagalloyl-O-D-Glucopyranose; PGG) (圖二)，
所有的 gallotannin 都跟 pentagalloyl glucose 一樣擁有許多的同分異構物
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(isomer)，這些同分異構物(isomer)雖然分子量相同，但由於結構不同，所以
具有不同的化學性質與化學特性(Hagerman., 2011)。 
市面上的單寧來自以下幾種植物萃取所得：漆樹(R. coriaria, R. typhina)
葉、楓樹的葉子、金縷梅 (Hamamelis virginiana)樹皮、橡木 (Hamamelis 
virginiana)樹皮、栗子樹(Catanea sp.)的樹皮、漆樹(Rhus semialata)毬果、橡
木毬果、Quercus infectoria 毬果；雖然以上這些植物都富含單寧，但結構卻
不盡相同，所以在用途上也會有所不同(Hagerman., 2011)。 
單寧的化學反應活性以及生物活性明顯不同於植物其他的次級酚類
(secondary phenolic)；單寧能與某些多醣(polysaccharide)、生物鹼(alkaloid)、
明膠(gelatin)、蛋白質等形成單寧複合物，而由於單寧酸能夠與蛋白質交互作
用，使沉澱蛋白質，所以傳統上也將單寧用來作為處理動物皮毛製成皮革的
藥劑，除此之外，單寧也能做為強效的抗氧化劑或金屬螯合物(Hagerman., 
2011) ，由於單寧具有以上特性，所以會造成苦澀及沉澱的發生，因此，單
寧被認為是抗營養物質及抗菌物質(Ren et al., 2013)。 
過去文獻表示單寧能夠快速抑制自由基(hydroxyl radical)，是潛在的生物
抗氧化劑，而抗氧化被視為癌症、心血管疾病、關節炎與老化的重要防線，
但由於單寧具有沉澱蛋白質、與金屬螯合的能力，若飲用大量茶湯或攝食富
含單寧的食物，有時會伴隨缺鐵性貧血的發生或影響蛋白質的消化率
(Hagerman., 2011)，另外，兒茶素是茶湯苦、澀味的來源，也是決定茶葉品質
優劣的重要因子之一(行政院國家科學委員會, 2005)。 
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3. 單寧醯基水解酶(Tannin acyl hydrolase) 
單寧醯基水解酶(Tannin acyl hydrolase)簡稱單寧酶(tannase) (EC 3.1.1.20)，
它會在水解單寧酸(Hydrolyzable Tannin)的酯鍵(ester linkage)進行水解反應
(圖三)，產生葡萄糖(glucose)與沒食子酸(gallic acid)。 
單寧酶來自植物、動物以及微生物，植物的單寧酶存在於富含單寧的植
物中，多存在果實、葉片、樹枝、樹皮等部位，過去文獻也在牛的第一個胃
以及蟲癭幼蟲(gall larvae)中發現單寧酶；但由於微生物產生的單寧酶比其他
來源的單寧酶更加穩定，所以微生物還是單寧酶最重要的來源(Murugan et al., 
2007)；許多真菌、細菌、酵母菌都能產生單寧酶，單寧酶屬於外泌式酵素，
在單寧酸存在的狀態下才會誘導其表現(Kannan et al., 2011; Madeira et al., 
2011; Yao et al., 2011)，許多不同的絲狀真菌都會產生單寧酶，但多為
Aspergillus 屬與 Penicillium 屬。 
所有真菌與酵母菌的單寧酶皆為醣蛋白，醣含量約占單寧酶的 5.4至 64 %，
多以中性糖執行醣基化，如：甘露糖(mannose)、半乳糖(galactose)與氨基己糖
(hexosamines)等，目前單寧酶醣基化的生物功能並不清楚，這些醣基可能能
夠保護胜肽鏈的骨架，與單寧酶對於單寧的耐受性相關(Rodriguez-Duran et al., 
2011)。 
單寧酶廣泛運用於食品、飼料、釀造、餐飲、製藥及化工等行業(Kumar et 
al., 2010; Sharma et al., 2000)，在食品方面的應用，即溶茶(instant tea)製造過
程添加單寧酶可避免茶乳汁形成(Ren et al., 2013)，單寧酶亦可作為果汁、咖
啡口味的飲料、啤酒及葡萄酒的澄清劑(clarifying agent)，在動物飼料的製造
過程應用單寧酶，能夠透過水解多酚(單寧酸)抗營養因子而增加生物的利用
度；除此之外，單寧酶在農業廢棄物處理(plant biomas 的回收利用)、單寧汙
染的廢水處理、生產沒食子酸都是非常重要的(Anwar et al., 2007; Madeira et 
al., 2011; Murugan et al., 2007; Yao et al., 2011)；過去文獻也證實，添加 0.001 %
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的單寧酶和 0.2 % -環糊精於紅茶萃取物中，能夠防止了茶湯乳化混濁，還
能改善茶湯風味及色澤(宋志萍 et al., 2008)，1993 年日本也有添加單寧酶與
環狀糊精改善茶葉萃取物品質的相關報導。 
分析細菌、酵母菌、真菌的單寧酶胺基酸序列，發現每個不同來源的單
寧酶的序列雖然不同，但在活性位置都具有 Gly-X-Ser-X-Gly 這段序列 (Ren 
et al., 2013)，另外，Profile Hidden Markov Models (pHMMs)是一種廣泛使用
於研究蛋白家族的工具，我們在 Pfam 資料庫中單寧酶的 HMM logo 找到這個
位置(圖四)。 
目前單寧酶相關的研究多在篩選新的生產單寧酶之微生物，篩選的菌株
以真菌為主，並且很少進行酵素之分離、純化，多以直接應用菌株為主；但
也有少數菌株之單寧酶基因進行選殖，並嘗試表現重組單寧酶，例如：Arxula 
adeninivorans (Boer et al., 2009)、Aspergillus oryzae (Hamamoto et al., 1997)及
Lactobacillus plantarum (Iwamoto et al., 2008)。 
第一個單寧酶晶體結構之分析報導為 Lactobacillus plantarum 的單寧酶
(圖五)，此單寧酶為一個不對稱的雙體，單體由 18個 α-helices及 13個 β-strands
所組成，由 Ser163、His451、Asp419 進行催化作用，在單寧酶與沒食子酸結
合時，分子上的羧基(carboxyl group)與單寧酶的 Asp421、Lys343 及 Glu357
形成 hydrogen-bonding，進而形成下一個 hydrogen-bonding 的網絡 (Ren et al., 
2013)。 
 
4. 沒食子酸(Galli acid) 
沒食子酸被應用於染劑的製造、製藥、皮革、化工等行業(Kumar et al., 
2010)；在製藥方面，對於合成antifolic抗細菌藥物、trimethoprim(抗生素)等，
沒食子酸是必要的intermediate(原料)(Kannan et al., 2011)，先前亦有研究指出，
沒食子酸也具有開發為抗癌藥物的潛力(Ow and Stupans, 2003)；在食品工業
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使用的抗氧化劑丙基沒食子酸(propyl gallate)，不管是以化學法或酵素法合成
丙基沒食子酸(propyl gallate)都需要沒食子酸作為subtrate (Murugan et al., 
2007; Yao et al., 2011)；在半導體生產過程中的感光性樹脂也需要沒食子酸
(Kannan et al., 2011)，過去沒食子酸的生產是以硫酸水解天然的gallotannin而
形成，但這樣的製作過程會產生許多廢水，自從單寧酶發現以來，則改利用
單寧酶生產沒食子酸，以減少廢水的產生(Ren et al., 2013)。 
過去研究也發現 epigallocatechin gallate (EGCG)經單寧酶水解後，產生的
Epigallocatechin (EGC)及沒食子酸(gallic acid)，具有高度清除自由基活性
(scavenging activity)的能力及更好的抗氧化能力(Battestin et al., 2008)。 
 
5. Eurotium cristatum 
湖南農業大學劉仲華教授在哈佛大學演講時曾說：安化黑茶是來自雪峰
山脈的神奇之茶，是古絲綢之路上的神祕之飲，具有消食去膩、祛脂減肥、
清腸胃、助消化、清血管、降三高、護肝腎等保健功效。安化黑茶神奇之處
在於黑茶在加工過程中所產生的一種金黃色顆粒，它是一種對人體非常有益
的益生菌，俗稱「金花」，學名冠突散囊菌(Eurotium cristatum)，具有降血脂、
降血壓、調節醣類代謝等功效，中華人民共和國將金花發花工藝列入國家機
密保護，過去日本、韓國都曾嘗試竊取其工藝未成功，日本醫學專家則萃取
茯磚茶中的金花製成保健食品，售價超過黃金，有「黃金鉑金不如黑金」之
說。 
近年來，相關有許多相關的研究與報導，過去有研究發現以高脂肪食物
誘導肥胖的大鼠再飲用茯磚茶的水萃取物後，具有抗肥胖與降血脂的效果(Li 
et al., 2012)；中國黑茶能夠透過抑制脂肪吸收及合成，使血清總膽固醇
(cholesterol)、三酸甘油脂(triglyceride)、低密度脂蛋白(low density lipoprotein 
cholesterol; LDL)減少，而達到抗肥胖的效果 (Zhang et al., 2013)；而由
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Sargassum thunbergii 分離出的 Eurotium cristatum會產生四種新的吲哚類生物
鹼(indole alkaloids)以及六種已知的同性質化合物，有些的吲哚類生物鹼具有
抗大腸桿菌(Escherichia coli)與金黃色葡萄球菌(Staphyloccoccus aureus)的能
力，有些生物鹼則能夠使鹽水蝦致死(Du et al., 2012)；而茯茶素 A 和茯茶素
B 就是茯磚茶具有降血脂、降血糖功效的原因(湖南大学农业, 2013)。 
 
6. Penicillium citrinum 
是一種廣泛存在於環境的絲狀真菌，過去曾經由土壤、穀物、香料、室
內環境等處被分離出來，由於會產生具有腎毒性的桔黴素(citrinin)而得其名
(Houbraken et al., 2010)。 
將該菌株培養在麥芽瓊脂培養基，其生長緩慢，菌落型態為白色絨毛絮
狀，隨培養時間會漸漸轉為灰橘色，分生孢子為球形至橢圓形，表面光滑或
粗糙，直徑約 2.2~3.0 m，能夠產生赭曲霉毒素 (ochratoxin)與桔黴素
(citrinin)。 
過去文獻指出，該菌株能夠分解 93 %的兒茶素(catechin)、90 %的棓單寧
(gallotannin)及 43 %的(chestnut tannin) (Singh, 2012)。 
 
7. Fusarium solani 
Fusarium solani 廣泛存在於土壤中，是一種植物的致病菌，會造成植株
的根部冠腐病(Osorio et al., 2010)，過去文獻指出，鄰苯三酚(Pyrogallol)則會
抑制 Fusarium solani 的生長，Fusarium solani 對於棓單寧(gallotannin)的耐受
濃度(3 %)比 Aspergillus niger(20 %)差，將 Fusarium solani 培養在高濃度的單
寧酸下會使菌株生長狀況較差，但所產生的單寧酶活性卻比培養在 20 % 棓
單寧的 Aspergillus niger 更高(Bajpai and Patil, 1997)。 
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過去研究曾將 Fusarium solani 菌絲固定於生物反應器，利用棓單寧誘導
Fusarium solani 產生單寧酶，該方法所生產之單寧酶保存於 4 °C 下 150 天後
仍保有 83 %的活性(Bajpai et al., 1999)。 
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二、 研究動機與目的 
茶湯的苦澀來自於單寧，而茶葉的苦澀味常會受到沖泡時間影響，又苦
又澀的茶並不能引起消費者的購買慾望，所以許多不良業者則利用人工香料、
色素來改善飲料茶的風味，另外，飲用過量的茶湯會攝入大量的單寧，雖然
單寧能夠快速抑制自由基(hydroxyl radical)，與癌症、心血管疾病、關節炎與
老化的預防相關，但單寧也會與蛋白質形成複合物，使蛋白質沉澱，也能夠
與金屬離子螯合，這會影響人體對於鐵離子與蛋白質的吸收。 
我們發現茶葉經過後醱酵技術處理過後，能夠減少原本的苦、澀味，改
善茶湯的風味、口感，本實驗將對於不同的機能性微生物之單寧酶進行分析
比較。 
本研究室先前研究成果，已從台灣老烏龍篩選出金花菌，以 LC/MS/MS
實驗初步證實茶葉經金花菌後醱酵後，tannic acid 濃度下降，回顧文獻，目前
尚未有研究團隊從事金花菌的單寧酶分析，因此引發本論文研究動機，欲分
析金花菌所產生的單寧酶特性。 
本論文搜尋文獻，有關可產生單寧酶的真菌類有 Aspergillus flavus、
Aspergillus awamori、Aspergillus aureus、Aspergillus fischeri、Aspergillus 
gallonyces、Aspergillus fumigatus、Aspergillus versicolor、Aspergillus caespitosum、
Aspergillus aculeatus、Aspergillus regulosus、Aspergillus terreus、Aspergillus 
foetidus、Penicillium notatum、Penicillium islandicum、Penicillium schrysogenum、
Penicillium digitatum、Penicillium acrellanum、Penicillium carylophilum、
Penicillium citrinum、Penicillium chalessi、Penicillium variable、Penicillium 
glaucum、Penicillium crustosum、Penicillium restrictum、Penicillium glabrum、
Trichoderma viride、Trichoderma hamatum、Trichoderma harzianum、Fusarium 
solani、Fusarium oxysporium、Rhizopus oryzae 等，針對可從食品工業研究所
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生物資源保存及研究中心購買的真菌中，於本論文中我們先挑選出
Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 這兩株菌株，並與金花菌之單寧酶進行
分析比較。 
我們利用單寧酶平板篩選試驗初步測試 Eurotium cristatum、Penicillium 
citrinum 及 Fusarium solani 三株菌株對於分解單寧的能力，以分光光度法分
別測定三株菌株生產之單寧酶活性，並將三株菌株培養在含有不同濃度的單
寧酸培養基中，分析在不同濃度的條件下所產生的單寧酶活性差異，另外，
以酶譜活性分析三株菌株生產之單寧酶活性及其特性，最後以 SDS-PAGE 分
析粗樣本之蛋白質分佈。 
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三、 實驗材料 
1. 藥品及器材 
Sigma  
APS (Ammonium Persulfate) A3678 
Bromophenol blue B5525 
Quinine monohydrochloride 145920 
Tannic acid 16201 
Acetone 32201 
Gallic acid G7384 
Ammonium sulfate A4418 
J.T.Baker  
Tris-base 4099-02 
Acrylamide/Bis, 37.5:1, 40 % Solution 4979-00 
Sodium Acetate, Trihydrate, Crystal 3460-01 
Citric Acid, Monohydrate, Powder 0118-11 
Acetic Acid, Glacial 9508-03 
Methanol 9093-68 
Hydrochloride, Acid, 36.5-38.0 % 9535-03 
Glycerol, Anhydrous 4043-00 
Potassium Phosphate Monobasic, Crystal 3246-05 
Ammonium Nitrate 0729-01 
Magnesium Sulfate, 7-Hydrate, Crystal 2500-01 
Manganous Chloride, 4-Hydrate, Crystal 2540-01 
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MERCK  
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 822050 
Tri-Sodium citrate dehydrate 1.06448.1000 
Bioman  
Prestain marker PREP0625 
PALL  
Syringe Filter 0.2 mm Nylon Membrane 241976 
Bioshop  
Glycine 1934B55 
BD  
Potato Dextrose broth 254920 
Alfa Aesar  
Rhodanine, 98+% 10156461 
Methyl 3, 4, 5-trihydroxybenzoate, 98 % L05926 
GE Healthcare  
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 17-1313-01 
PlusOne Silver Staining Kit, Protein 17-1150-01 
HIMEDIA  
Agar RM026 
Advantec  
Qualitative Filter Papers No.1 40422008 
Riedel-de Haen  
Calcium Chloride dihydrate 31370 
Sodium Molybdate dihydrate 31439 
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Iron (II) sulfate heptahydrate 12354 
聯工化學  
Potassium Hydroxide  
 
2. 儀器 
高壓蒸氣滅菌鍋 HL9430 HULEY 
無菌操作台 7BH-420 
迷你型電泳槽 EIDONA-1010 
大型高溫高壓滅菌鍋 ALP CL-40M 
大型低溫震盪培養箱 E700L 
小型微量離心機 CM-620 
冷凍微量離心機 HERMLE Z233 MK-2 
ELISA reader Bio-tek uQuant 
電源供應器 Bio-Rad PowerPad Basic 300V 
電子天平 PL-202-S 
電磁加熱攪拌器 SP131325 
純水製造機 Millipore-RO 10 (18.2M-cm) 
試管振盪器 MODEL KMC-1300V 
解剖顯微鏡 OLYMPUS SZ61 TR  
位相差顯微鏡 OLYMPUS CX41RF 
落地型高速冷凍連續式離心機 HITACHI himac CR22G   
醱酵槽 B.E.Marubishi Bioneer-5L 
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四、 實驗方法 
1. 機能性微生物菌株培養及單寧酶的產生 
將Eurotitum cristatum、Penicillium citrinum及Fusarium solani培養在PDA
上三天，利用接種環移植，每 100 mL 含有 0.5 %或 2 %單寧酸的 minimal salt 
medium (MSM)接種 0.5 cm2大小的菌絲塊及孢子，於 30 ℃下靜置培養，利
用培養基中添加的單寧酸(tannic acid)誘導單寧酶的產生。 
 
2. 培養基 
固態培養 - Potato Dextrose Agar (PDA) 
藥品 濃度(%) 
Potato extract 0.4 
Dextrose 2.0 
agar 1.5 
 
固態培養 – Potato Dextrose Agar (PDA) contain 5 % tannic acid 
藥品 濃度(%) 
Potato extract 0.4 
Dextrose 2.0 
Tannic acid 5.0 
agar 1.5 
註：tannic acid 原液為 20 %，以 0.22 m filter 過濾。 
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液態培養 – MSM (含 0.5 % tannic acid) 
藥品 濃度(g/L) 
KH2PO4 1 
NH4NO3 2 
MgSO4‧7H2O 0.2 
CaCl2‧2H2O 0.02 
MnCl2‧4H2O 0.004 
NaMoO4‧2H2O 0.002 
FeSO4‧7H2O 0.0025 
Tannic acid 20 
註：tannic acid 原液為 10 %，再經 0.22 m filter 過濾。 
 
液態培養 – MSM (含 2 % tannic acid) 
藥品 濃度(g/L) 
KH2PO4 1 
NH4NO3 2 
MgSO4‧7H2O 0.2 
CaCl2‧2H2O 0.02 
MnCl2‧4H2O 0.004 
NaMoO4‧2H2O 0.002 
FeSO4‧7H2O 0.0025 
Tannic acid 20 
註：tannic acid 原液為 20 %，再經 0.22 m filter 過濾。 
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3. 生產單寧酶之平板篩選試驗 
參考 Kumar 等人(2010)的方法，將培養在 PDA 上三天的 Eurotitum 
cristatum、Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 利用接種環移植到含有 5 % 
tannic acid 的 PDA plate，觀察菌絲生長狀況及平板顏色的變化，若菌株能夠
分解 tannic acid 則會看到菌絲向外生長，同時平板上單寧酸被分解的位置顏
色將會變深(Kumar et al., 2010)。 
 
4. 含單寧酶之培養液收集 
分別將Eurotitum cristatum、Penicillium citrinum及Fusarium solani培養於
含有5 % tannic acid的MSM中，分別於第零、三、六、九、十二、十五天收取
培養液，並將其培養液於4 ℃下，以21,000 ×g 離心30分鐘，再將上清液以過
濾膜進行過濾，取得之粗樣本再進行單寧酶活性分析及酵素圖譜活性分析。 
 
5. 以硫酸銨沉澱(Ammonium sulfate precipitation)濃縮粗樣本 
粗樣本分別以95 %硫酸銨沉澱，攪拌均勻後於4 ℃以10,000 xg 離心60
分鐘，去除上清液、沉澱物回溶於無菌Milli-Q水中，分別將各組樣本進行
trichloroacetic acid (TCA)沉澱後，以SDS-PAGE分析蛋白質分布。 
另外，粗樣本依序以50 %、70 %及95 %硫酸銨沉澱，攪拌均勻後於4 ℃
以10,000 xg 離心60分鐘，去除上清液、沉澱物回溶於無菌Milli-Q水中，分別
將樣本進行trichloroacetic acid (TCA)沉澱後，以SDS-PAGE分析蛋白質分布。 
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6. 單寧酶酵素活性分析 
    單寧酶活性測定法是依據Sharma等人(2000)的方法，先以methyl gallate
作為單寧酶的substrate，經酵素反應後產生沒食子酸，再利用rhodanine與沒食
子酸(gallic acid)形成錯合物而呈色(Sharma et al., 2000)： 
(1) 10 L 0.05 M citrate buffer pH 5.0加入10 L 0.01 M methyl gallate in 0.05 M 
citrate buffer pH 5.0及10 L粗樣本(控制組不加粗樣本)混合均勻，在30 ℃
反應5分鐘；以2.5~20 nmol的沒食子酸(製備於0.05 M citrate buffer pH 5.0
中)做標準曲線。 
(2) 加入12 L 0.677 % methanolic rhodanine後在30 ℃反應5分鐘。 
(3) 加入8 L 0.5 M KOH後在30 ℃反應5分鐘，以中止酵素反應。 
(4) 加入150 L無菌Milli-Q水後在30 ℃反應10分鐘(控制組需加入10 L粗樣
本) 。 
(5) 利用ELISA reader分析520 nm。 
(6) 由吸光值換算酵素活性：A520 = ( Atest - Ablank ) - ( Acontrol - Ablnak ) 
    依據這樣的條件，每分鐘產生1 mole的gallic acid定義為1 U，酵素活性
表示為U/mL。 
 
7. 醱酵槽大量培養 
分別將菌株培養於PDA平板三天，利用接種環移植0.5 cm2大小的菌絲塊
及孢子至兩瓶100 mL 含有0.5 %單寧酸的MSM，於30 ℃下靜置培養三天，
夾取菌絲體(含孢子)加入150 mL無菌水以均質機將其均質化，接種至3 L含有
2 %單寧酸的MSM中，分別在第0、12、24、36、48、60及72個小時收取樣本，
以位相差顯微鏡觀察菌株生長狀況。 
 
 
- 18 - 
 
8. Native Polyacrylamide gel preparation 
Separating gel 
12.5 % Acrylamide 
0.375 M Tris/HCl (pH8.8) 
Stacking gel 
 4.5 % Acrylamide 
0.125 M Tris/HCl (pH6.8) 
Sample buffer 
0.05 M Tris/HCl (pH6.8) 
5 % glycerol 
0.01 % Bromophenol blue 
Running buffer 
 0.25 M Tris/HCl (pH 8.3) 
1.92 M Glycine 
步驟： 
(1) 取6 mL separating gel加入已組好的電泳裝置，再緩緩加入純水，以隔絕與
空氣的介面。 
(2) 待separating gel凝集後，倒掉上方的純水。 
(3) 加入stacking gel，插入尺梳板，盡量避免氣泡產生。 
(4) 將待分析的蛋白質樣本與sample buffer混合均勻，注入well中。 
(5) 通電於Stacking gel為15 mA，Separating gel為25 mA。 
(6) 電泳完成後，將Separating gel取出，進行銀染或酵素圖譜活性分析。 
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9. 銀染 
使用GE Healthcare PlusOne Silver Staining Kit, Protein (Code No. 
17-1150-01)。 
Fixing solution 
40 % ethanol 
10 % glacial acetic acid 
Sensitizing solution 
 30 % ethanol 
 0.2 % Sodium thiosulphate (Na2S2O3) 
 0.5 M sodium acetate 
 使用前每25 mL加入125 L glutardialdehyde (25 % w/v) 
Silver solution 
 Silver nitrate (AgNO3) 0.25 % 
使用前每25 mL加入10 L formaldehyde (37 % w/v) 
Developing solution 
 2.5 % Sodium carbonate 
使用前每25 mL加入20 L formaldehyde (37 % w/v) 
Stop solution 
 1.46 % EDTA-2Na‧2H2O 
步驟： 
(1) gel以25 mL Fixing solution浸泡30分鐘。 
(2) 去除Fixing solution，gel以25 mL sensitizing solution浸泡90分鐘。 
(3) 去除sensitizing solution，gel以RO水洗3次，每次5分鐘。 
(4) Gel與25 mL silver solution反應20分鐘。 
(5) 去除silver solution，gel以RO水洗2次，每次1分鐘。 
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(6) Gel與25 mL developing solution反應，直到染出band，立即去除developing 
solution。 
(7) 倒入25 mL stop solution反應10分鐘。 
 
10. 單寧酶圖譜活性分析 
    將粗樣本與 sample buffer (不含 SDS)混合均勻後， load入 12.5 % 
native-PAGE gel的well中，以25 mA電泳分離蛋白質。參考Aoki等人(1979)之
方法，利用 tannic acid會與 quinine形成白色的複合物之特性來顯示
native-PAGE中單寧酶的活性，膠體內有酵素活性的位置因將單寧酸分解，因
此會有透明band產生。呈色的過程為(Aoki. et al.,1979)： 
(1) 利用0.5 M acetate buffer (pH 5.5)清洗膠片兩次，每次30分鐘。 
(2) 倒掉acetate buffer，再將膠片於30 ℃下，以含0.5 % (w/v) tannic acid 之
0.5M acetate buffer反應35分鐘。 
(3) 倒掉含tannic acid的緩衝液，膠片再以0.5 M acetate buffer清洗兩次。 
(4) 以0.5 % (w/v) quinine HCl於室溫反應至呈色。 
 
11. Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) 
Separating gel 
12.5 % Acrylamide 
0.375 M Tris/HCl (pH8.8) 
0.1 % SDS  
Stacking gel 
 4.5 % Acrylamide 
0.125 M Tris/HCl (pH6.8) 
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0.1 % SDS 
Sample buffer 
0.05 M Tris/HCl (pH6.8) 
5 % glycerol 
0.01 % Bromophenol blue 
0.02 4 % SDS 
0.03 2 % -mercaptothanol 
Running buffer 
 0.25 M Tris/HCl (pH 8.3) 
1.92 M Glycine 
1.0 % SDS 
Coomassie blue staining buffer 
0.25 % Coomassie blue R-250 
7 % acetic acid 
25 % Methanol 
Destain buffer 
7 % acetic acid 
25  Methanol 
步驟： 
(1) 取6 mL separating gel加入已組好的電泳裝置，再緩緩加入純水，以隔絕
與空氣的介面。 
(2) 待separating gel凝集後，倒掉上方的純水。 
(3) 加入stacking gel，插入尺梳板，盡量避免氣泡產生。 
(4) 將待分析的蛋白質樣本與sample buffer混合後，以加熱板於100 ℃加熱10
分鐘。 
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(5) 通電於Stacking gel為15 mA，Separating gel為25 mA。 
(6) 電泳完成後，將Separating gel取出，置入Coomassie blue staining buffer染
色(或銀染)，於室溫搖晃染4小時，在以Destain buffer脫色去除背景。 
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五、 結果 
1. 測定各種機能性微生物分解單寧酸的能力 
將Eutorium cristatum (圖六)、Penicillium citrinum (圖七)及Fusarium solani 
(圖八)分別培養在含有 5 %單寧酸的 PDA 平板上，隨著培養的時間可以觀察
到菌絲向外生長，並且平板顏色隨單寧酸被分解而變深，這表示此三株菌株
均能夠產生單寧酶、分解單寧酸。 
 
2. 在平板篩選試驗分析各種機能性微生物之單寧酶活性 
Eurotitum cristatum在培養後第三天開始分解單寧酸 (圖六)，Penicillium 
citrinum (圖七)及Fusarium solani (圖八)則在培養後第一天就開始分解單寧酸，
觀察並紀錄Eurotitum cristatum、Penicillium citrinum及Fusarium solani在篩選
平板上所產生的透明環大小，發現Penicillium citrinum生長最快速，而
Eurotitum cristatum則最緩慢(圖九)。 
 
3. 比較各種機能性微生物在培養基中產生的單寧酶活性 
分別將粗樣本進行單寧酶活性測定，Eutorium cristatum、Penicillium 
citrinum 及 Fusarium solani 粗樣本之單寧酶活性均隨培養時間而增加，培養
在含有 2 %單寧酸的 MSM 中，Eurotium cristatum 單寧酶活性於第九天達到
高峰(0.55±0.28 U/mL)，Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 則於第六天單
寧酶活性達到最高，分別為 5.28±0.63 U/mL 與 3.85±1.08 U/mL(表二)。 
另外，以酵素圖譜活性分析三株菌株培養在含有2 %單寧酸的MSM之粗
樣本，以12.5 % (圖十A)及7.5 % (圖十C)的native-PAGE及12.5 % (圖十B)及7.5 
% (圖十D) SDS-PAGE進行Eutorium cristatum之粗樣本之單寧酶活性分析，均
無法在膠體上顯現出酵素活性，而在Penicillium citrinum (圖十一B)及
- 24 - 
 
Fusarium solani (圖十二B)的粗樣本均能在12.5 % native-PAGE膠體上顯現
band，證實Penicillium citrinum及Fusarium solani的粗樣本中具有單寧酶；我
們利用SDS-PAGE進行酵素圖譜活性分析，希望能夠更加清楚Penicillium 
citrinum與Fusarium solani之單寧酶分子量，但在膠體與樣本中加入SDS後，
Penicillium citrinum (圖十三) 及Fusarium solani (圖十四) 之單寧酶則失去活
性，表示Penicillium citrinum及Fusarium solani所生產之單寧酶可能為一個複
合體，由於添加SDS造成單寧酶的各個subunit分開，使其無法執行功能；也
有可能是單寧酶經SDS變性後，在去除SDS過程中無法再被renature成為有酵
素活性的蛋白質；另外，我們也在Penicillium citrinum(圖五 )及Fusarium 
solani(圖六)之粗樣本中加入beta-mercaptoethanol以native-PAGE進行酵素圖譜
活性分析，我們發現兩者生產之單寧酶因此失去活性，這表示雙硫鍵對於
Penicillium citrinum及Fusarium solani之單寧酶的活性是很重要的。 
 
4. 比較各種機能性微生物在不同培養基中產生的單寧酶活性 
將 Eutorium cristatum、Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 分別培養在
含 0.5 %單寧酸的 minimal salt medium (MSM)及含 2 % 單寧酸的 MSM 中，
於第三、六、九、十二、十五天收取培養液，分別測定其粗樣本之單寧酶活
性。 
利用單寧酶活性測定法分析培養在不同培養基之粗樣本，Eurotium 
cristatum 培養在含 0.5 %單寧酸的 MSM 後，於第三天、六、九、十二、十五
天收取之培養液單寧酶活性分別為 -0.15±0.08 U/mL、0.00±0.09 U/mL、
0.01±0.07 U/mL、0.14±0.05 U/mL 及 0.06±0.24 U/mL (表一)，而培養在含 2% 
單寧酸的 MSM 中，於第三天、六、九、十二、十五天收取之培養液單寧酶
活性則分別為 0.00±0.22 U/mL、0.23±0.09 U/mL、0.55±0.28 U/mL、0.33±0.54 
U/mL 及 0.10±0.58 U/mL (表二)；Penicillium citrinum 培養在含 0.5 %單寧酸的
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MSM 後，於第三天、六、九、十二、十五天收取之培養液單寧酶活性分別為
0.18±0.17 U/mL、0.17±0.14 U/mL、0.28±0.54 U/mL、0.15±0.16 U/mL 及
0.16±0.34 U/mL (表一)，而將Penicillium citrinum培養在含 2% 單寧酸的MSM
中，於第三天、六、九、十二、十五天收取之培養液單寧酶活性分別為 2.78±0.75 
U/mL、5.28±0.63 U/mL、4.22±0.31 U/mL、4.23±0.17 U/mL 及 3.15±0.44 U/mL 
(表二)；Fusarium solani 培養在含 0.5 %單寧酸的 MSM 後，於第三天、六、
九、十二、十五天收取之培養液單寧酶活性分別為 0.12±0.28 U/mL、0.10±0.54 
U/mL、0.00±0.41 U/mL、0.06±0.27 U/mL 及 0.18±0.29 U/mL (表一)，而將
Fusarium solani 培養在含 2 %單寧酸的 MSM 中，於第三天、六、九、十二、
十五天收取之培養液單寧酶活性分別為 3.60±0.83 U/mL、3.85±1.08 U/mL、
1.29±0.55 U/mL、1.28±0.34 U/mL 及 0.55±0.23 U/mL (表二)；三株菌株之分析
結果均顯示在單寧酸濃度較高的環境下，雖然生長速度會緩慢，但培養液之
單寧酶活性相對也較高。 
另外，以酵素圖譜活性分析培養在不同培養基之粗樣本，Eutorium 
cristatum (圖十) 培養在含有2 %單寧酸的MSM後，第三、六、九、十二、十
五天後之粗樣本在膠體上並無法看見明顯的band，Penicillium citrinum (圖十
一A)及Fusarium solani (圖十二A)培養在含有0.5 %單寧酸的MSM後，第三、
六、九、十二、十五天後之粗樣本在膠體上也無法看見明顯的band，但
Penicillium citrinum (圖十一B)及Fusarium solani (圖十二B)培養在含有2 %單
寧酸的MSM 之粗樣本則能在膠體上清楚看到band，表示Penicillium citrinum
及Fusarium solani培養在含2 %單寧酸的MSM中，可能產生較多的單寧酶。 
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5. 單寧酶的分離與純化 
將1 mL Penicillium citrinum第十五天之培養液以trichloroacetic acid (TCA)
沉澱後，利用SDS-PAGE分析總蛋白的分佈情形，可能由於蛋白質濃度過低，
coomassie blue R-250並未染出任何band，必須先將Penicillium citrinum培養液
以95 % ammonium sulfate濃縮12倍後，再經由1 mL trichloroacetic acid (TCA)
沉澱，才能夠在SDS-PAGE分析蛋白質分佈，我們分析Penicillium citrinum培
養於含有0.5 %單寧酸第三、六、九、十二、十五天所收取之培養液，與酵素
活性分析實驗對照後並未發現單寧酶活性較高的樣本相對應的band (圖十七)，
蛋白質大多分布於45~66.2 kDa之間，另外，在25~35 kDa間也有一個band(圖
十八)。 
將Penicillium citrinum培養液以不同濃度的ammonium sulfate沉澱後，在
50~70 % ammonium sulfate沉澱的樣本中看到的band(45 kDa) (圖十九)。 
 
6. 單寧酶胺基酸序列比對 
我們選取登錄於National Center for Biotechnology Information (NCBI)之真
菌單寧酶胺基酸序列，利用EMBL-EBI的多序列比對軟體ClustalW2進行分析，
結果並未發現大片段的高度保留序列，同先前文獻所述，我們也比對到活性
位置保留的氨基酸序列Gly-X-Ser-X-Gly (圖二十)。 
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六、 討論 
在篩選平板實驗中，Penicillium citrinum、Eurotium cristatum 及 Fusarium 
solani 皆能在含有 5 %單寧酸之 PDA 平板上生長，Penicillium citrinum 生長最
快速，而 Eurotitum cristatum 則最緩慢，這可能與菌株生產單寧酶之產量有
關。 
我們分別將 Penicillium citrinum、Eurotium cristatum 及 Fusarium solani
培養在含有 2 %單寧酸的 MSM 中，於培養後第三、六、九、十二、十五天
所收取培養液，將以上樣本利用分光光度法進行單寧酶活性分析，結果顯示
Eurotitum cristatum 單寧酶活性較差，另外，在單寧酶圖譜活性分析 Penicillium 
citrinum 及 Fusarium solani 之粗樣本均能產生 band，而 Eurotitum cristatum 之
粗樣本分析後則無 band 的產生，這都可能與菌株所生產之單寧酶產量有關。 
將 Penicillium citrinum、Eurotium cristatum 及 Fusarium solani 分別培養在
含有 0.5 %單寧酸或含有 2 %單寧酸的 MSM 中，我們分析第三、六、九、十
二、十五天所收取之粗樣本，在單寧酶活性分析結果顯示，在 0.5 %單寧酸的
狀態下，Penicillium citrinum、Eurotium cristatum 及 Fusarium solani 分別在第
九天 (0.28±0.54 U/mL)、第十二天 (0.14±0.05 U/mL)及第十五天 (0.18±0.29 
U/mL)活性最高，而在 2 %單寧酸的狀態下，Penicillium citrinum、Eurotium 
cristatum及 Fusarium solani分別在第六天(5.28±0.63 U/mL)、第九天(0.55±0.28 
U/mL)及第六天(3.85±1.08 U/mL)活性最高，三株菌株培養在含有 2 %單寧酸
的狀態下所收取之粗樣本單寧酶活性均較培養在 0.5 %單寧酸的狀態下高。 
另外，在單寧酶圖譜活性分析實驗中，僅有 Eurotium cristatum 之粗樣本
不具活性，但由分光光度計定量的實驗中(表一、二)顯示，Eurotium cristatum 在
含 0.5 %及 2 %單寧酸的培養上清液中仍顯示 0~0.55 U/mL 活性，因此我們將樣
本濃縮，在濃縮過程中因 Eurotium cristatum 產生的色素或其他物質而造成阻塞，
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最多只能濃縮至 4 倍，對照 Penicillium citrinum 於分光光度計定量的實驗中顯現
的活性(2.78~5.23 U/mL)，判斷此濃縮倍數無法於圖譜活性分析實驗中顯現 band，
這可能是Eurotium cristatum於0.5~2 %單寧酸培養液中無法呈現結果的原因。
未來可將其培養於更高濃度的單寧酸培養基，以觀察是否能於本實驗中觀察
到 band。這樣的結果也顯示兩種分析單寧酶活性實驗，靈敏度不同，定量實
驗高於定性實驗。Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 培養在 0.5 %單寧酸
之粗樣本活性並不明顯，但培養在 2 %單寧酸的狀態下，Penicillium citrinum
由第三天至第十五天所收取之粗樣本皆在膠體上顯現出活性，Fusarium solani
則由第六天至第十五天所收取之粗樣本具單寧酶之活性。 
將單寧酶活性分析結果與單寧酶圖譜活性分析結果對照後發現，
Fusarium solani 之粗樣本於第六天時活性達到最高 (3.85±1.08 U/mL)，其次
為第三天(3.60±0.83 U/mL)，但在單寧酶圖譜活性分析的結果卻自第六天的粗
樣本才開始顯現活性，並隨時間的增加分解單寧酸的 band 就越明顯，第十五
天所收取的樣本為 band 最明顯之樣本，這可能是由於酵素反應過程中的緩衝
液不同所致。 
Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 所生產的單寧酶會因 native-PAGE
膠體中添加 SDS 而失去活性，表示 Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 所
生產之單寧酶可能為一個複合體，由於添加 SDS 造成單寧酶的各個次單元
(subunit)分開，使其無法執行功能；也有可能是單寧酶經 SDS 變性後，在去
除 SDS 過程中無法再被 renature 成為有酵素活性的蛋白質所致，需進一步將
單寧酶純化後才能分析是因前者或因後者，其是否為複合物或單體。 
另外，我們在分析 Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 之粗樣本時，
若在樣本中添加 beta-mercaptoethanol 則會使單寧酶失去活性，表示
Penicillium citrinum 及 Fusarium solani 所產生的單寧酶在執行水解作用時雙
硫鍵(disulfide bond)扮演重要的角色。 
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先前有文獻曾指出微生物的生長可能會受單寧的濃度影響，高濃度的單
寧會抑制微生物的生長，在本實驗中，Penicillium citrinum、Eurotium cristatum
及Fusarium solani在MSM(含 2 %單寧酸)的生長速度都比培養在MSM(含 0.5 
%單寧酸) 慢許多天，這樣生長速率較緩慢的情況都可能是因為添加高濃度
的單寧酸所造成；另外，不論是在單寧酶酵素活性分析的實驗(定量)，還是
單寧酶圖譜活性分析的實驗(定性)中都顯示，Penicillium citrinum、Eurotium 
cristatum 及 Fusarium solani 三株菌株在含有 2 %單寧酸的 MSM 中培養的狀
態下，培養液的單寧酶活性都比培養在 0.5 %單寧酸的 MSM 中更高。 
文獻指出，來自細菌、酵母菌、真菌的單寧酶胺基酸序列僅有在活性位
置具有相似度，我們也將已知的真菌單寧酶序列進行分析，並無發現高度保
留的部分，因此，未來將先進行單寧酶之純化，再利用 LC/MS/MS 進行單寧
酶蛋白質片段胺基酸序列分析，並運用已知胺基酸序列設計引子，以 PCR 方
法選殖單寧酶cDNA，期望能利用此策略找出本研究中單寧酶之胺基酸序列，
以分析是否這些單寧酶同樣具有活性位置的高度保留序列。此外，未來亦將
單寧酶的 cDNA 序列選殖至表現載體中，再轉殖至細菌或真菌之蛋白質表現
系統，期望能夠透過這些表現系統產出大量具有活性之重組單寧酶。 
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七、 結論 
1. 經由生產單寧酶之平板篩選試驗發現Eutorium cristatum、Penicillium 
citrinum及Fusarium solani都具有降解單寧酸的能力，三者生長速度不同，
Penicillium citrinum生長最快速，而Eurotitum cristatum則最緩慢，這可能
與單寧酶的產量相關。 
2. Penicillium citrinum及Fusarium solani培養在添加2 %單寧酸的MSM中所
收取之培養液單寧酶活性較Eutorium cristatum之培養液高，且在單寧酶
活性圖譜分析結果也顯現出清楚、明顯的band，表示樣本具有分解單寧
酸之能力，含有單寧酶。 
3. 分析三株菌株培養在添加2 %單寧酸的MSM中不同時間所收取之培養液
單寧酶活性，Penicillium citrinum第六天所產生的單寧酶活性最高
(5.28±0.63 U/mL)，但單寧酶圖譜分析結果則以Fusarium solani第十五天
所收取之樣本活性最為明顯，這可能與酵素反應過程中的緩衝液不同有
關。 
4. 利用單寧酶活性測定法分析培養在不同培養基之粗樣本，不論Eutorium 
cristatum、Fusarium solani還是Penicillium citrinum，培養在添加2 %單寧
酸的MSM中，生長速度雖比培養在MSM(0.5 %單寧酸)中緩慢，但培養液
的單寧酶活性分析卻較高。同樣的，在酵素圖譜活性分析也是在MSM (含
2 % tannic acid)之培養液的lane能夠清楚看到band的產生，但在添加0.5 %
單寧酸所培養之上清液活性則不明顯。 
5. Fusarium solani及Penicillium citrinum 所生產之單寧酶活性會受SDS與
beta-mercaptoethanol而影響，表示該酵素可能是一個聚合物(complex)，或
者是單體，但經SDS變性後無法回復生物活性，且雙硫建對於酵素活性
是很重要的。 
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6. 利用SDS-PAGE分析Penicillium citrinum所分泌的粗蛋白質樣本，蛋白質
大多分布於45~66.2 kDa之間，另外，在25~35 kDa間也有一個band。 
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圖表附錄 
 
圖一、由苯丙氨酸(phenylalanine) (A)以及 polyketide(B)合成的類黃酮 
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圖二、pentagalloyl glucose 由葡萄糖與沒食子酸(gallic acid)組成 
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圖三、單寧酶水解 digallate 的反應式 
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圖四、單寧酶 HMM logo 
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圖五、Lactobacillus plantarum 的單寧酶晶體結構 
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圖六、Eutorium cristatum 培養在含有 5 %單寧酸的 PDA 平板。 
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圖七、Penicillium citrinum 培養在含有 5 %單寧酸的 PDA 平板。 
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圖八、Fusarium solani 培養在含有 5 %單寧酸的 PDA 平板。 
  
- 44 - 
 
圖九、各種機能性微生物的平板生長試驗。 
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圖十、以酵素圖譜活性分析 Eurotium cristatum 生產之單寧酶活性。 
Anaysis of tannase activity secreted from Eurotium cristatum by 12.5 % 
native-PAGE (A), 12.5 % SDS-PAGE (B), 7.5 % native-PAGE (C) and 7.5 % 
SDS-PAGE (D). Lane 1~6: Erotium cristatum culture in 100 mL MSM (contain 2 
% tannic acid) for 0, 3, 6, 9, 12 and 15 days, respectively. Lane C: Penicillium 
citrinum culture in 100 mL MSM (contain 2% tannic acid) for 15 days 
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圖十一、以酵素圖譜活性分析 Penicillium citrinum 生產之單寧酶活性。 
(A) Anaysis of tannase activity secreted from Penicillium citrinum by 
native-PAGE. Lane 1~6: Penicillium citrinum culture in MSM (contain 0.5% 
tannic acid) and collected the supernatant at 0, 3, 6, 9, 12 and 15 days, 
respectively; Lane C: Penicillium citrinum culture in MSM (contain 2% tannic 
acid) and collected the supernatant at 15 days.  
(B) Anaysis of tannase activity secreted from Penicillium citrinum by 
native-PAGE zymography. Lane 1~6: Penicillium citrinum cultured in MSM 
(contain 2 % tannin) and collected the supernatant at 0, 3, 6, 9, 12 and 15 days, 
respectively; Lane C: Fusarium solani culture in MSM (contain 2% tannin) and 
collected the supernatant at 15 days. 
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圖十二、以酵素圖譜活性分析 Fusarium solani 生產之單寧酶活性。 
(A) Anaysis of tannase activity secreted from Fusarium solani by 12.5 % 
native-PAGE. Lane 1~6: Fusarium solani culture in 100 mL MSM (contain 0.5 % 
tannin) for 0, 3, 6, 9, 12 and15 days, respectively; Lane C: Penicillium citrinum 
culture in 100 mL black tea medium (contain 2% tannin) for 15 days 
(B) Anaysis of tannase activity secreted from Fusarium solani by 12.5 % 
native-PAGE. Lane 1~6: Fusarium solani culture in 100 mL MSM (contain 2 % 
tannic acid) for 0, 3, 6, 9, 12 and15 days, respectively. 
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圖十三、分析 SDS 對於 Penicillium citrinum 生產之單寧酶活性的影響。 
Analysis of tannase activity secreted from Penicillium citrinum by SDS-PAGE. 
Lane 1~5: Penicillium citrinum culture in MSM (contain 2% tannic acid) and 
collected the supernatant at 3, 6, 9, 12 and 15 days, respectively. This result 
suggests that it can be inhibited by SDS treatment.  
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圖十四、分析 SDS 對於 Fusarium solani 生產之單寧酶活性的影響。 
Anaysis of tannase activity secreted from Fusarium solani by 12.5 % SDS-PAGE. 
Lane 1~6: Fusarium solani culture in 100 mL MSM (contain 2 % tannic acid) for 
0, 3, 6, 9, 12 and15 days, respectively. This result suggests that it can be inhibited 
by SDS treatment. 
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圖十五、分析 beta-mercaptoethanol 對於 Penicillium citrinum 生產之單寧酶活
性的影響。 
Analysis the effect of beta-mercaptoethanol on the tannase activity secreated from 
Penicillium citrinum by native-PAGE. Lane 1: The sample treated without 
beta-ME; Lane 2: The sample treated with beta-ME. This result shows that it can 
be inhibited by beta-mercaptoethanol treatment. This result demonstrated that 
disulfur bond in tannase is important for enzyme activity. 
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圖十六、分析 beta-mercaptoethanol 對於 Fusarium solani 生產之單寧酶活性的
影響。 
Analysis the effect of beta-mercaptoethanol on the tannase activity secreated from 
Fusarium solani by native-PAGE zymography. Lane 1: The sample treated 
without beat-ME; Lane 2: The sample treated with beta-ME. This result shows 
that it can be inhibited by beta-mercaptoethanol treatment. This result 
demonstrated that disulfur bond in tannase is important for enzyme activity. 
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圖十七、以SDS-PAGE分析Penicillium citrinum不同時間收取之培養液蛋白質
分佈 
Analysis the crude extract secreted from Penicillium citrinum by SDS-PAGE. This 
crude extract was concentrated 12-fold by 95 % solid ammonium sulfate and 
precipitated by TCA. Lane M: LM marker; Lane 1~6: Penicillium citrinum 
cultured in MSM (contain 0.5 % tannin) and collected the supernatant at 15, 12, 9, 
6, 3 and 0 days, respectively. 
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圖十八、以SDS-PAGE分析Penicillium citrinum培養液蛋白質分佈 
Analysis the crude extract secreted from Penicillium citrinum by SDS-PAGE. This 
crude extract was concentrated 12-fold by 95 % solid ammonium sulfate 
precipitated by TCA. Lane M: LM marker; Lane 1~3: 0.5, 1 and 2 mL sample of 
95 % solid ammonium sulfate precipitated by TCA, respectively. 
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圖十九、以不同濃度的硫酸銨沉澱Penicillium citrinum培養液中蛋白質 
Analysis the crude extract secreted from Penicillium citrinum by SDS-PAGE. This 
crude extract was concentrated 12-fold by 50, 70 and 95 % solid ammonium 
sulfateand precipitatedby TCA. Lane M: LM marker; Lane 1: 50 % solid 
ammonium sulfate; Lane 2: 50~70 % solid ammonium sulfate; Lane 3: 70~95 % 
solid ammonium sulfate; Lane 4: 95 % solid ammonium sulfate  
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gi|358367267|dbj|GAA83886.1|        SS------IYSYYQGCSEGGRDGFSQIQRFAEDFDGAVTGAPGFRFTFQQ 
gi|358376374|dbj|GAA92933.1|        TVNEEDQKLYSYYQSCSEGGREGWSQVQRYGDQFDGAVIGAPAIRYSFQM 
gi|70986699|ref|XP_748839.1|        ADSE---KLYAYYHGCSEGGREGWSQVQRYGDEWDGAIIGAPAFRWSFQQ 
gi|358376000|dbj|GAA92572.1|        GN----DKVYTYYQSCSEGGREGWSQAQRYGYDYDGIIT----------- 
gi|358373137|dbj|GAA89737.1|        GD----ERLYTYYQGCSEGGREGWSQVQKYPGVYDGVIPGAPAIRYGQQQ 
gi|358375945|dbj|GAA92519.1|        GD----SKIYAYYQGCSEGGREGWSQVQRYADQWDGAVIGAPAFRYGQQQ 
gi|358373205|dbj|GAA89804.1|        GS----SKLYAYYQGCSEGGREGWSQVQRFGEEWDGAVIGAPAIRYGQQQ 
gi|358374367|dbj|GAA90960.1|        S-----DKLYAYYQGCSEGGREGWSQVQRFPEEWDGAVIGAPAIRYGQQQ 
gi|21362975|sp|P78581.1|TAN_AS      ---SSDSKVYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGEEYDGAITGAPAFRFAQQQ 
gi|1753191|dbj|BAA09656.1|          ---SSDSKVYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGEEYDGAITGAPAFRFAQQQ 
gi|116006732|gb|ABJ51876.1|         ---SSDSKVYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGEEYDGAITGAPAFRFAQQQ 
gi|70982011|ref|XP_746534.1|        ---SSDAKIYTYYEGCSDGGREGMSQVQRYGDLYDGAITGAPAFRYAQQQ 
gi|358375316|dbj|GAA91900.1|        ---SSDKKIYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGDEYDGVIAGAPAFRFAQQQ 
gi|377657072|gb|AFB74086.1|         ---SSDKQIYTYYEGCSDGGREGMSQVQRWGDEYDGVIAGAPAFRIAQQQ 
gi|162423668|gb|ABX89592.1|         ---SSDQKIYTYYEGCSDGGREGMSQVHRWGDEYDGVIAGARPSALAQQQ 
gi|399936337|gb|AFP58854.1|         ---DDDAKVYTYYEGCSDGGRQGMSQIQRYGDQYDGAIIGAPAFRYGQQQ 
gi|399936335|gb|AFP58853.1|         ---DDDAKVYTYYEGCSDGGRQGMSQIQRYGDQYDGAIIGAPAFRYGQQQ 
gi|358372162|dbj|GAA88767.1|        G--SKATKLYTYFIGCSEGGREAMSQAQRAPELYDGIVAGAPAMRYGQQQ 
                                            :*:*: .**:***:. ** ::    :** :             
圖二十、利用多序列比對軟體比對不同菌株來源之單寧酶胺基酸序列 
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表一、各種機能性微生物的單寧酶酵素活性分析試驗。 
分別將Eurotitum cristatum、Penicillium citrinum及Fusarium solani培養於
含有0.5 % tannic acid的MSM，分別於第三、六、九、十二及十五天取樣。 
strain Time (day) 
3 6 9 12 15 
Eurotitum cristatum  -0.15±0.08 0.00±0.09 0.01±0.07 0.14±0.05 0.06±0.24 
Penicillium citrinum 0.18±0.17 0.17±0.14 0.28±0.54 0.15±0.16 0.16±0.34 
Fusarium solani 0.12±0.28 0.10±0.54 0.00±0.41 0.06±0.27 0.18±0.29 
單位：U/mL 
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表二、各種機能性微生物的單寧酶酵素活性分析試驗。 
分別將Eurotitum cristatum、Penicillium citrinum及Fusarium solani培養於
含有2 % tannic acid的MSM，分別於第三、六、九、十二及十五天取樣。 
strain Time (day) 
3 6 9 12 15 
Eurotitum cristatum  0.00±0.22 0.23±0.09 0.55±0.28 0.33±0.54 0.10±0.58 
Penicillium citrinum 2.78±0.75 5.28±0.63 4.22±0.31 4.23±0.17 3.15±0.44 
Fusarium solani 3.60±0.83 3.85±1.08 1.29±0.55 1.28±0.34 0.55±0.23 
單位：U/mL 
 
